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摘要 :【 目的 】 饥 饿 是 生物 体 在 其 发 育 周期 中 经 历 的 主要 压力 源 之 一 。 本 研究 旨 在 了 解 饥 饿 胁迫 后 
ZÆ Bombyx mori 糖 脂 代谢 的 变化 ,并 探讨 又 头 框 转录 因子 0 亚 族 (forkhead box transcription factor 
O, Fox0) A AEH FHM, [27x] R08 5 8632 日 幼虫 进行 连续 饥饿 处 理 72 h, 每 隔 12 h 
测定 脂肪 体 中 甘油 三 酯 和 糖 原 的 含量 以 及 血 淋 巴 中 海藻 糖 的 浓度 ;利用 荧光 定量 PCR. 技术 检测 脂 
肪 体 中 脂 质 代谢 相关 基因 以 及 胰岛 素 通路 中 BmFoxO 基因 、 胰 岛 素 受 体 (insulin receptor, nR) 基因 
和 有 蛋白 激酶 B( protein kinase B，Akt) 基 因 的 表达 量变 化 。 构 建 增 量 表达 BmFoxO 的 载体 , 转 染 
BmE 细胞 ,荧光 定量 PCR 检测 BmE 细胞 中 糖 脂 代 谢 相 关 基 因 的 表达 情况 。 【结果 】 在 连续 饥饿 的 
72 h 内 家 看 幼虫 脂肪 体 中 糖 原 和 甘油 三 酯 的 含量 持续 降低 ,在 饥饿 48 -72 h 之 间 血 淋巴 中 海 党 糖 
浓度 升 高 。 荧 光 定 量 PCR 结果 显示 ,家 看 在 受到 饥饿 胁迫 后 脂肪 体 中 脂 质 分 解 代 谢 基 因 和 胰岛 素 
通路 中 BmFoxO , MR 和 Akt 表达 量 显著 增加 ,因此 导致 家 乔 脂 类 分 解 增强 。 在 BmE 细胞 中 增 量 表 
ik BmFoxO 后 ,检测 到 BmFoxO , InR 和 Akt 基因 的 表达 变化 趋势 与 饥饿 处 理 家 看 后 的 结果 相似 。 
【 结论] BmFoxO 可 以 调控 家 看 体内 的 糖 脂 代 谢 , 并 参与 家 乔 对 饥 馈 的 抵抗 。 本 研究 为 进一步 研究 
BmFoxO 在 家 乔 个 体 生长 代谢 方面 的 功能 英 定 了 基础 。 
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Effects of starvation stress on the glucose and lipid metabolism and the 
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Abstract: [ Aim] Starvation is one of the main stress signals for organisms in their developmental cycle. 
The purpose of this study is to understand how the silkworm ( Bombyx mori) adjusts the metabolism 
conditions to survive after starvation and to explore the role of forkhead box transcription factor O gene 
(FoxO) in this process. [Methods] The 5th instar day-2 larvae of B. mori were subjected to chronical 
starvation for 72 h, the contents of triglyceride and glycogen in the fat body and the concentration of 
trehalose in the hemolymph were measured every 12 h, and the expression levels of BmFoxO , insulin 
receptor gene ( /nR) and protein kinase B gene (Akt) of insulin pathway and genes related to lipid 
metabolism were detected in the fat body by qPCR. A vector overexpressing BmFoxO was constructed and 
transfected into BmE cells, and the expression levels of genes related to glucose and lipid metabolism in 
BmE cells were detected by qPCR. [Results] The contents of glycogen and triglyceride in the fat body of 


the silkworm larvae continuously decreased within 72 h after starvation, and the concentration of trehalose 
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in the hemolymph increased during 48 to 72 h after starvation. qPCR results revealed that the expression 


levels of genes of insulin pathway such as BmFoxO , InR and Akt and those linked to lipid metabolism 


enhanced remarkably during starvation stress, accelerating lipolysis. After overexpression of BmFoxO in 


BmE cells, the genes BmFoxO , InR and Akt showed a similar expression trend to that in B. mori larvae 


under starvation stress. [ Conclusion] BmFoxO can regulate the glucose and lipid metabolism, and 


participate in the resistance to starvation in the silkworm. This study provides a basis for further studying 


the function of BmFoxO in the growth and metabolism in the silkworm. 


Key words: Bombyx mori; BmFoxO ; starvation stress; glucose and lipid metabolism; insulin pathway 


E Ua B E EK ACE dz E Ha 86 Sz CER (molting 
hormone, 20E) 和 保 幼 激素 (juvenile hormone，JH ) 
控制 的 发 育 时 间 、 胰 岛 素 (insulin) 和 脂肪 动员 激素 
(adipokinetic hormone, AKH ) (哺乳 动物 中 胰 高 血 
糖 素 同 源 物 ) 控 制 的 发 育 速 率 以 及 外 界 营养 条 件 和 
压力 (例如 饥 俄 和 缺 氧 ) 来 调控 (Colombani et al., 
2005; Liu et al., 2009) 。 营 养 情况 直接 导致 昆虫 体 
内 胰岛 素 和 脂肪 动员 激素 发 生变 化 ,而 这 两 种 激素 
是 调控 体内 三 大 营养 物质 一 一 和 蛋白质、 糖 、 脂 肪 的 代 
谢 和 贮存 的 关键 因子 ,因此 了 人 解 饥 俄 胁迫 后 家 看 
Bombyx mori 如 何 调 整 糖 脂 代谢 情况 来 维持 生存 对 
于 探索 家 看 个 体 生长 发 育 有 着 重要 意义 。 

由 于 食物 的 需求 量 饲养 密度 等 因素 ,昆虫 在 其 
生命 周期 中 会 面临 饥饿 胁迫 ,饥饿 会 给 昆虫 带 来 很 
多 不 利 影响 ,包括 自身 免疫 力 降低 ( 杨 伟 克 等 ， 
2016) ,代谢 变 慢 ( Hietakangas and Cohen, 2009) ,使 
得 生长 受阻 ,个 体 存 活 受到 挑战 。 家 符 受 到 饥饿 胁 
迫 后 , 血 淋 巴 中 和 蛋白质 含 量 降低 (李迎春 等 , 2013 ) ， 
丝 腺 中 的 DNA 合成 受到 抑制 ,进而 减少 了 吐 丝 量 ， 
导致 家 春 的 经 济 性 状 草 层 率 降低 ( 沈 卫 德 等 ,1988; 
Li et al., 2016) ;饥饿 家 看 12 h, 血 淋巴 中 海藻 糖 的 
浓度 先 增加 后 降低 (Satake et al., 2000) ;在 义 头 框 
转录 因子 0 亚 族 (forkhead box transcription factor O, 
FoxO) 的 诱导 下 ,饥饿 能 促进 家 看 丝 腺 程序 性 细胞 
死亡 ( 周 炳 卿 ,2012 ) 。 

昆虫 以 糖 原 和 甘油 三 酯 (triglyceride ,TG ) 的 形 
式 将 能 量 储存 在 脂肪 细胞 中 , 脂 代 谢 可 以 给 昆虫 长 
时 间 不 进食 期 间 提 供 能 量 , 这 对 于 昆虫 的 生长 繁殖 
非常 重要 ( Arrese and Soulages, 2010) 。 当 个 体 在 饥 
IR .运动 等 情况 下 ,储存 在 脂肪 体 的 甘油 三 酯 便 会 被 

虽 肪 酶 分 解 ,昆虫 中 目前 报道 的 脂肪 酶 有 脂肪 甘 ; 
三 酯 脂肪 酶 (adipose triacylglycerol lipase, ATGL) 
( Wang et al., 2010) 及 两 种 酸性 脂肪 酶 (acid lipasel 
and acid lipase2, al-l and al-2) (Pistillo et al., 
1998) , 1X 3 种 脂肪 酶 将 甘油 三 酯 分 解 成 游离 脂肪 





































































































酸 ,而 脂肪 酸 又 会 被 脂 栈 辅酶 A 合成 酶 (fatty acyl- 
CoA synthase，ACS) 激 活 进 入 B 氧化 分 解 供 能 (Xu et 
al.，2012 ) 。 此 外 , 甘油 三 酯 还 能 被 甘油 激酶 
(glycerol kinase, GK) 分 解 成 甘油 ,从 而 进入 糖 代 谢 
途径 中 。 长 时 间 不 进食 后 , 糖 原 氧 化 所 提供 的 能 量 
不 足以 维持 血糖 浓度 ,因此 ,有 机 体 需 要 通过 糖 异 生 
途径 合成 大 量 和 葡萄 糖 ,已 报道 两 种 限 速 酶 即 克 酸 烯 
醇 式 丙酮 酸 激酶 (phosphoenolpyruvate carboxykinase , 
PEPCK ) £I 5j 2j 93:-6- WE R2 Ij ( glucose 6 phosphatase , 
G6P) 在 激活 后 能 增加 血 淋 巴 中 葡萄 糖 浓 度 (Hall et 
al., 2000 ; Schmoll et al., 2000; Nakae et al., 2001) 。 
VURIGE F , EU BR A387 ^E RKE UE PRU HE 
油 , 蛋 白质 分 解 产 生 的 氨基 酸 都 成 为 糖 异 生 的 原料 ， 
促进 血 淋 巴 中 葡萄 糖 的 生成 。 
胰岛 素 /胰岛 素 样 生长 因子 信号 通路 (insulin/ 
IGF-1 signalling pathway, IIS) 在 生殖 寿命 (Larsen 
et al., 1995; Hwangbo et al., 2004) 协调 新 陈 代谢 
和 营养 物 利 用 率 相 关 的 生长 方面 (Bihni et al., 
1999) 发 挥 着 重要 作用 (Wu and Brown, 2006), 
20 世纪 中 后 期 ,在 分 离 家 和 看 促 前 胸腺 激素 
(prothoracicotropic hormone, PTTH) 时 发 现 了 一 种 多 
肽 , 即 家 看 中 的 类 胰岛 素 ,后 来 将 它 命名 为 家 看 素 
( bombyxin ) ( Nagasawa et al., 1984; Saito and 
Iwabuchi, 2003) 。 家 在 素 的 释放 与 胰岛 素 类 似 , 会 
受到 饥饿 胁迫 的 抑制 (Masumur et al., 2000) 。 由 饥 
饿 导致 的 糖 脂 代 谢 方面 的 影响 在 其 他 物种 中 已 有 相 
关 报 道 : 当 营 养 物质 缺乏 时 ,不 能 刺激 胰岛 素 的 释 
放 , 胰 岛 素 信号 通路 关闭 ,通路 中 的 转录 因子 Fox0 
因 不 被 其 上 游 的 蛋白 激酶 B( protein kinase B, Akt) 
磷酸 化 而 活性 增强 (Puig and Tjian, 2005) , 秀丽 隐 
ITE Caenorhabditis elegans 的 FoxO/dafló 能 通过 
转移 碳 代谢 促进 海藻 糖 合成 提高 线虫 抗 饥饿 能 
( Hibshman et al., 2017); Wi R Wm Drosophila 
melanogaster 的 FoxO/dFOXO 通过 调 控 脂 肪 酶 和 糖 
异 生 基因 的 表达 为 个 体 提供 能 源 来 维持 生存 
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(Vihervaar and Puig，2008 ) 。 这 些 结果 表明 ,Fox0 
在 个 体面 对 饥饿 时 的 代谢 调节 中 发 挥 着 重要 作用 。 

家 等 在 面 对 饥 饿 胁迫 后 是 如 何 通过 调节 体内 代 
谢 来 维持 生存 的 ,以 及 BmFoxO 是 否 参 与 调控 ,目前 
还 不 是 很 清楚 。 因 此 ,本 研究 预 通过 将 饥饿 处 理 后 
家 看 脂肪 体 和 血 淋 巴 中 糖 脂 含量 的 变化 情况 ,脂肪 
体 中 脂 代 谢 相关 基因 表达 的 变化 以 及 胰岛 素 通 路 中 
BmFoxO , InR 和 Akt 表达 量 的 变化 联系 起 来 ,初步 
阐明 家 午 在 饥 俄 条 件 下 的 代谢 情况 ,并 通过 细胞 过 
表达 BmFoxO 后 检测 上 述 基因 表达 量 的 变化 来 了 解 
BmFoxO 对 营养 代谢 的 调控 ,以 期 更 加 深入 地 了 解 
BmFox0 对 家 大 个 体 生长 代谢 的 影响 。 




































































1 材料 与 方法 


1.1 试 虫 和 试剂 

试验 所 使 用 家 看 品种 大 造 ( Dazao) ,为 西南 大 
学 家 乍 基因 组 生物 学 国家 重点 实验 室 保 存 ;幼虫 在 
(25 x1)'C ,相对 湿度 75% +5% ,自然 光照 条 件 下 
用 桑 叶 进行 饲 喂 。 

本 研究 所 用 RNA 提取 试剂 盒 购 自 Omega 公 
司 , 反 转录 试剂 盒 购 自 Promega 公司 , RNA 酶 抑制 
剂 \ SYBR 9 Premix Ex Taq™ WÄ TaKaRa, 茶 基 硫 
WE] FJ Sigma ,甘油 三 酯 (TC 酶 法 ) 测试 盒 购 自 浙 江 
东欧 诊断 产品 有 限 公 司 , 海 藻 糖 浓度 测试 盒 购 目 苏 
州 科 铭 生 物 技术 有 限 公 司 , 糖 原 含量 测试 盒 购 目 北 
京 索 莱 宝 科技 有 限 公 司 ,Trans Taq HiFi Polymerase 
购 自 TransGen Biotech 公司 ,T4 DNA Ligase, 限制 性 
内 切 酶 Bbs I , BamH I 和 Not I H NEB 公司 产品 ， 
pMD19-T-simple 载体 购 自 TaKaRa, 表达 载体 
pSL1180 [ A4P-SVAO | 为 本 实验 室 保 存 ; 培 养 BmE 细 
胞 的 血清 购 自 BI, 培 养 基 购 自 Cibco; 转 染 试剂 购 自 
Roche ,蛋白 裂解 液 RIPA 和 Myc 抗体 购 自 Beyotime。 
1.2 家 等 饥饿 处 理 及 样品 制备 

家 看 幼虫 饲养 到 5 龄 第 2 天 开始 饥饿 处 理 12 ， 
































24, 36, 48, 60 和 72 ph ,分 别 取 上 述 不 同时 间 点 饥饿 
处 理 组 和 正常 饲 喂 组 家 春 的 脂肪 体 ( 用 于 甘油 三 酯 
和 糖 原 的 含量 测定 ) 以 及 血 淋 巴 (用 于 海藻 糖 浓 度 
检测 ) , 装 有 血 淋 巴 的 离心 管 中 提 前 加 入 少量 葵 基 
硫 脲 防止 血 淋 巴 黑 化 , 置 于 - 80C 冰箱 保存 备用 。 
取 12, 36, 60 和 72 h 饥饿 处 理 组 和 正常 饲 喂 组 家 
看 的 脂肪 体 用 于 RNA 的 提取 。 不 同 处 理 组 每 管 3 
头 作为 1 个 重复 ,每 处 理 设 3 个 重复 。 
1.3 生理 指标 检测 

1.2 节 收 集 的 血 淋 巴 中 海藻 糖 浓 度 以 及 脂肪 体 
中 糖 原 含 量 的 检测 方法 参考 试剂 盒 说 明 书 。 称 取 
0.01 g 脂肪 体 置 于 1.5 mL 离心 管 中 , 加 入 40 iL Æ 
理 盐水 , vKIG BL Bio] 2 ,室温 条 件 下 3 000 r/min Ei 
心 10 min , 取 上 清 进行 甘油 三 酯 含量 测定 。 
1.4 重组 表达 载体 构建 

根据 已 报道 的 家 看 FoxO 基 BmFoxO 
(GenBank 登录 号 : JQ081294) 序列 , 利用 Primer 
Premier 5. 0 软件 设计 克隆 引物 ,在 C 端 即 引物 R 上 
加 有 Myc 抗体 标签 序列 ,引物 序列 见 表 1。 引物 合 
成 和 cDNA 测序 由 华 大 基因 生物 公司 完成 。 提 取 家 
fi 5 龄 第 3 天 幼虫 的 总 RNA, 反 转录 合成 cDNA 作 
为 模板 ,利用 设计 的 引物 经 PCR 扩 增 BmFoxO Fr 
段 。PCR 扩 增 体系 (50 uL): 10 x HiFi Buffer II 
5 uL, dNTPs (2.5 mmol/L) 4 nuL, 上 下 游 引物 (10 
pmol/L)4& 1 uL, HiFi-Taq DNA Polymerase (5 U/ 
uL) 1 uL, ddH,O 37 pL, cDNA 模板 1 uL. PCR 
反应 程序 :94% 预 变 性 5 min; 94% 变性 40 s, 62°% 
退火 30 s, 72% 延伸 1 min 45 s, 30 个 循环 ;72%C 再 
延伸 10 min, 127C 保存。 将 PCR 产物 切 胶 回收 , 连 
接 到 pMD19-T-simple 载体 , 送 往 华 大 基因 生物 公司 
测序 , 验证 正确 后 提取 质粒 ,将 pMD19-T-simple- 
BmFoxO 质粒 用 Bbs E/Not. 工 进 行 双 酶 切 (由 于 
BmFoxO 内 含有 BamH I 酶 切 位 点 ,利用 同 尾 酶 Bbs 
I 进行 酶 切 ) , pSL1180 [ A4P-SVAO ] 质粒 用 BamH 
I /Not [进行 双 酶 切 , 酶 切 产 物 用 T4 连接 酶 连接 ， 









































表 1 重组 载体 构建 中 所 用 引物 序列 


Table 1 Primer sequences used in construction of recombinant vector 




















基因 引物 序列 (5 -3^) 
Genes Primer sequences 
F: GAAGACTGGATCCATGTCAATTCAGGGAGGCGG 
BmFoxO vare A S Ma od 
R: TTGCGGCCGCTCACAGATCCTCTTCAGAGATGAGTTTCTGCTCGTGGACCCAGGAGGGG 
ECFP F: CGGGATCCATGCAGATCCTCTTCAGAGATGAGTTTCTGCTCATGGTGAGCAAGGGCGA 


R: ATAAGAATGCGGCCGCTTACTTGTACAGCTCG 





下 划 线 为 保护 碱 基 及 酶 切 位 点 ,波浪 线 为 Myc 标签 。The underlines indicate protected bases and restriction sites, and the wavy line indicates Myc tag. 
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送 往 华 大 基因 生物 公司 测序 验证 。 测 序 正 确 后 得 到 
重组 载体 pSL1180 [ A4P-BmFoxO Myc-ST40] 载体 ， 
对 照 质 粒 pSL1180 [ A4P-EGFP Myc-SVAO ] 构建 同 
上 ,提取 超 纯 质粒 用 于 BmE 细胞 转 染 ,A4P 为 A4 启 
动 子 ,SV40 为 终止 信号 。 
1.5 RE BmE 细胞 培养 及 转 染 

家 看 BmE 胚胎 细胞 在 含有 10% 胎 牛 血清 的 
Grace’ s 培养 基 中 于 27% 培养。 将 BmE 细胞 均匀 
铺 在 12 孔 细胞 培养 板 中 , 竺 细胞 密度 为 70% ~ 
80% 时 利用 1. 4 节 构 建 的 表达 质粒 载体 进行 转 染 
转 染 72 h 后 收集 BmE 细胞 以 提取 RNA MEH 
别 用 于 qPCR 分 析 和 Western blotting 分 析 。 
1.6 ”家蚕 脂肪 体 RNA 和 细胞 总 RNA 提取 及 
cDNA 制备 




















幼虫 脂肪 体 和 1.5 节 转 染 后 的 BmE 细胞 RNA ,并 通 
过 M-MLV 方法 反 转 录 合 成 cDNA, 
1.7 BmE 细胞 过 量 表达 BmFoxO 检测 

利用 RIPA 裂解 液 提取 1.5 市 转 染 后 的 BmE 细 
胞 蛋白 ,通过 Western blotting 方法 检测 BmFoxO 过 
表达 情况 ,内参 为 w-Tubulin。 
1.8 XES PCR 检测 

利用 荧光 定量 PCR 技术 检测 家 和 看 脂肪 体 中 脂 

质 代 谢 和 胰岛 素 通路 相关 基因 的 变化 情况 ,基因 信 

息 及 其 引物 序列 见 表 2 ,以 rp49 作为 内 参 基 因 (Teng 
, 2012) 。 分 别 取 1.6 节 中 制备 好 的 饥 猴 处 理 
家 看 的 脂肪 体 和 BmE 细胞 的 cDNA 作为 模板 。 英 
光 定 量 PCR 反应 体系 (20 uL): 2 xSYBR premix Ex 
Taq™ [10 pL, 上 下 游 引物 (10 pmol/L) 各 0.8 uL, 
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根据 试剂 盒 说 明 书 提取 1. 2 WIREK — cDNA 模板 2 uL, RNase Free ddH,0 6.4 uL, 
R2 qPCR 引物 序列 
Table2 Primers used for qPCR 
基因 GenBank 登录 号 引物 序列 (5 -3') 
Genes GenBank accession number Primer sequences 
内 参 基 因 F: CAGGCGGTTCAAGGCTCAATAC 
rp49 NM. 001098282 
Reference gene R: TGCTGGGCTCTTTCCACGA 
F: GGATGGAGGGTTCACTCATAAC 
bmm NM 001172458.1 
R: TGTTCGCTAGCTTTACCTGG 
F: CCAACATTGGGAAACCAGAA 
al-1 KC702799 
R: GTGACGATCAGGTCCTTGGT 
F: GCCACGACGAAAAACAATTT 
al-2 KC702800 
R: AGTTGCCTTCTGCTCCGTAA 
F: CACGAGAACCTICGCACTT 
. , akhr NM. 001043584. 1 
脂 质 代谢 相关 基因 R: CACGCATTGATTGTAACCT 
Genes related to lipid metabolism F; GATCAGAGCTGGCCAAGCTGAGC 
fas XM 021348577.1 
R: CTITCAGCACCGCCTGCAGCAGC 
F: AGCAGTTAGAACGCAAGT 
acc XM. 012694321.2 
R: AAGGTAGGGTAGGTATGT 
F: CGTTCGAATACACCACCAAAAT 
lsdl NM_001046678. 1 
R: ATCCTTGACTCTGACTAACAGC 
F: GATCAACGAACTCAGAAACTCG 
lsd2 NM 001145332.1 
R: TTAGAAGGATCCACGCATTTCG 
F: TACCATGCAACCAGTCACTATT 
ires XM 012690901.2 
糖 代谢 相关 基因 R: ATGATGGCTATGTACACATCGG 
Genes related to glycometabolism F. CACCCTACAAACCATCTAA 
gp NM 001123339.1 ` 
R: TAACAACTAAGTCCCAAGC 
F: GCAAGAGGAACAGTTGGCAG 
BmFoxO JQ081294. 1 
R: TGATCTGGCTGTGTGGGGTG 
夷 岛 素 信号 六 关 基 因 F: TCCCGCCGCTAGATTGGT 
胰岛 素 信号 通路 相关 基 do RUGA) 
Genes related to insulin signaling pathway R: GATGAGCCCGAACAGCAC 
F: CCGAACTAGAAGTGTCCCAACA 
InR NM. 001043546 R 


: AGTACAGCGAGTATCCGAGCAG 
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采用 两 步 法 PCR ,反应 程序 :95Y 预 变性 3 min; 
95% 变 性 5 s, 60% 退火 /延伸 30 s, 40 个 循环 。 每 
个 反应 重复 3 次 ,每 个 循环 在 退火 /延伸 阶段 采集 荧 
光 信 号 数据 。 反 应 结束 后 进行 熔 解 曲线 分 析 ,通过 
系统 软件 自动 获取 临界 循环 数 Ct 值 , 采 用 2 ^^" 4 
对 定量 法 对 数据 进行 分 析 。 
1.9 数据 分 析 

本 研究 中 的 数据 均 为 平均 值 + 标准 差 (5D) ,使 
用 + 检验 分 析 显 著 性 差异 。 
































2 结果 


2.1 饥饿 胁迫 对 家 等 幼虫 脂肪 体 中 糖 原 和 甘油 三 
脂 含 量 以 及 血 淋 巴 中 海藻 糖 浓度 的 影响 
对 家 看 5 龄 第 2 日 幼虫 进行 饥饿 处 理 , 与 正常 
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Fig. 1 





家 和 在 相 比 , BEA ULURA PE IET [8] B EKKE Us 23 
38 /]s IE A IRE AWL R Ah EE 2H Z E D s v FUE 
含量 的 变化 趋势 相似 ,在 处 理 24 h 时 均 显 著 降低 ， 
随后 趋 于 平稳 ,饥饿 处 理 72 h 内 饥饿 处 理 组 糖 原 含 
量 一 直 低 于 正常 饲 喂 组 (图 1: A) ;脂肪 体 中 甘油 三 
酯 的 含量 在 两 组 中 的 变化 趋势 也 是 一 致 的 ,在 饥 饿 
处 理 12 -36 h 期间 甘 油 三 酯 含量 呈 增 加 趋势 ,在 
36 h 时 达到 最 高 ,然后 逐渐 降低 ,同样 ,在 整个 饥饿 
胁迫 期 间 家 鼻 脂 肪 体内 甘油 三 酯 含量 一 直 低 于 正常 
饲 喂 组 (图 1: B)。 正 和 常 饲 喂 组 家 和 在 血 淋 巴 中 海棠 
糖 浓度 的 变化 趋势 较为 平稳 , 而 饥饿 处 理 组 的 在 处 
理 前 期 12 -24 h 内 是 降低 的 , 随 着 饥 狐 处 理 时 间 的 
延长 ,海江 糖 浓 度 逐 渐 增 加 ,在 48 -72 了 期间 显 车 
高 于 正常 饲 喂 组 (图 2) 。 
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图 1 饥饿 处 理 后 家 乍 5 龄 幼虫 脂肪 体 中 糖 原 (A) 和 甘油 三 酯 (B) 含 量变 化 


Contents of glycogen (A) and triglyceride ( B) in the fat body of the 5th instar larvae of Bombyx mori after starvation 





图 中 数据 为 平均 值 + 标准 差 (n=3) , [8 FH c FESSA BT LE A s] RR EL ALR AE BEH [n] PEE E: P«0.05; "P«0.01; "*P«0.0001, The 


data in the figure are mean + SD (n 2 3). T-test was used to analyze the significant differences between the normal feeding group and the starvation 





treatment group; * P«0.05; **P«0.01; ** P«0.0001. [& 2 -7 [i] The same for Figs. 2 -7. 
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Fig. 2 Concentration of trehalose in the hemolymph of 
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the 5th instar larvae of Bombyx mori after starvation 


2.2 ”饥饿 胁迫 对 家 乔 脂 质 分 解 代谢 相关 基因 表达 
的 影响 

在 实验 过 程 中 观察 到 饥饿 处 理 后 家 鼻 个 体 变 
小 ,2.1 节 指 标 检测 发 现 脂肪 体 中 甘油 三 酯 含量 降 


























低 , 因 此 检测 了 脂 质 分 解 代谢 途径 中 编码 关键 酶 的 
基因 表达 情况 。 选 取 饥 饿 处 理 12, 36, 60 和 72 h 
这 4 个 时 间 点 进行 灾 光 定量 PCR 检测 ,结果 发 现 甘 
油 三 酯 脂肪 酶 基因 bmm、 酸 性 脂肪 酶 基因 al-1 和 al- 
2 以 及 脂肪 动员 激素 受 体 基 因 (adipokinetic hormone 
receptor gene, akhr) 表达 情况 呈现 相同 的 趋势 ,饥饿 
处 理 组 中 的 表达 量 显 著 高 于 正常 饲 喂 组 (图 3)。 脂 
质 分 解 代 谢 的 酶 活性 增加 会 导致 脂 质 分 解 ,这 与 
2. 1 节 中 饥饿 胁迫 后 家 鼻 脂 肪 体 中 甘油 三 酯 含量 降 
低 一 致 。 
2.3 饥饿 胁迫 对 家 等 脂 质 合 成 代谢 相关 基因 表达 
的 影响 

为 了 了 解 饥 狐 处 理 后 脂 质 合成 的 情况 ,本 研究 
进一步 检测 了 脂 质 合成 相关 基因 的 表达 变化 情况 。 
结果 表明 , 随 着 饥饿 处 理 时 间 的 延长 , 脂 质 合成 酶 相 
关 基 因 没有 像 脂 质 分 解 基因 那样 呈现 出 规律 的 表达 
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变化 趋势 ,脂肪 酸 合成 酶 基因 (fatty acid synthase 
gene, fas) (图 4: A)、 乙 酰 辅酶 A 羧 化 酶 基因 
(acetyl-CoA carboxylase gene, acc) (图 4: B) 和 脂肪 
储存 微 滴 2 基因 (lipid storage droplet 2 gene, /sd2) 
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(图 4: D) 的 表达 量 在 饥 俄 前 期 呈 降 低 趋 势 ,而 在 饥 
饿 后 期 呈 增 加 趋势 ; 脂肪 储存 微 滴 1 基因 (lipid 
storage droplet 1 gene, /sd1) ) 则 在 饥饿 期 处 理 期 间 一 
直 处 于 较 低 量 的 表达 (图 4: C). 
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图 3 饥饿 处 理 后 家 蚕 5 龄 幼虫 脂肪 体 中 脂 质 分 解 相 关 基 因 表达 量 
Fig. 3 Relative expression levels of lipidolysis related genes in the fat body of the 5th instar larvae of Bombyx mori after starvation 
A: 脂肪 甘油 三 酯 脂肪 酶 基因 bmm 表达 量变 化 Expression level of adipose triacylglycerol lipase gene bmm. B, C: 分 别 是 酸性 脂肪 酶 基因 al-1 和 
al-2 表 达 量 变化 Expression levels of acid lipase genes al-l and al-2, respectively. D: 脂 动 激素 受 体 基因 akhr 表达 量变 化 Expression level of 

















adipokinetic hormone receptor gene akhr. 
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图 4 ”饥饿 处 理 后 家 看 5 龄 幼虫 脂肪 体 中 脂 质 合成 酶 相关 基因 表达 量 


Fig. 4 Relative expression levels of lipid synthase related genes in the fat body of 








the 5th instar larvae of Bombyx mori after starvation 
A: 脂肪 酸 合 酶 基因 fas 表达 量变 化 Expression level of fatty acid synthase gene fas. B: 乙 酰 辅酶 羧 化 酶 基因 acc 表达 量变 化 Expression level of 








acetyl-CoA carboxylase gene acc. C, D; 分 别 是 脂肪 微 滴 储存 蛋白 基因 











lsdl and lsd 2, respectively. 




















lsdl 和 lsd 2 表达 量变 化 Expression levels of fat storage droplet protein genes 
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2.4 BmFoxO 及 胰岛 素 通 路 中 关键 基因 对 饥饿 的 
响应 

营养 条 件 的 改变 会 影响 胰岛 素 信号 通路 ,因此 
本 人 研究 检测 了 家 看 胰岛 素 通 路 中 的 BmFoxO, InR 
FN Akt 对 饥饿 的 响应 情况 。 结 果 显示 ,BmkoxO 在 饥 
饿 期 间 一 直 处 于 较 高 的 表达 水 平 (图 5:; A) ,说 明 饥 
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Ife US SE BmFoxO 的 表达 ;进一步 检测 到 InR 和 Akt 
与 BmFoxO 的 表达 变化 趋势 相似 ,饥饿 促使 InR 和 
Akt 的 表达 量 增加 (图 5: B，C)。 这 表明 在 家 符 中 
营养 条 件 的 改变 会 影响 胰岛 素 信号 通路 下 游 
BmFoxO , InR 和 41 的 表达 。 
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图 5 饥饿 处 理 后 家 看 5 龄 幼虫 脂肪 体 中 胰岛 素 通路 基因 的 表达 量 


Fig. 5 Relative expression levels of the insulin pathway genes in the fat body of the 5th instar larvae of Bombyx mori after starvation 
A: BmFoxO 的 表达 量变 化 Expression level of BmFoxO ; B; MR 的 表达 量变 化 Expression level of MR; C; Akt 的 表达 量变 化 Expression level of Akt. 





2.5 BmFoxO 对 家 乔 糖 脂 代谢 相关 基因 的 调控 

为 了 检测 饥 俄 过 程 中 脂 代谢 相关 基因 的 变化 从 
而 导致 脂肪 体 分 解 是 否 与 BmFoxO 有 关 , 本 实验 通 
过 在 细胞 水 平 过 量 表达 BmFoxO 进行 初步 分 析 。 首 
先 利 用 效 光 定量 PCR 和 Western blotting 验证 了 构 
建 的 过 表达 载体 pSL1180 [ A4P-BmFoxO Myc-SV40] 
及 对 照 质 粒 pSL1180 [ A4P-EGFP Myc-SV40] 已 成 
功 地 在 细胞 中 过 量 表 达 了 BmFox0( E] 6), KIGE 
量 PCR 结果 表明 ,过 表达 BmFoxO 后 脂 代谢 相关 基 
因 的 表达 情况 大 多 受到 了 影响 , BmFoxO 促进 脂肪 
BEDS] (bmm, al-Y 和 al-2 ) 和 脂 动 激素 受 体 基因 
(akhr) 的 表达 ,抑制 了 脂肪 酸 合 成 酶 基因 (Jfas) 的 表 
达 ( 图 7: A); 同 时 也 检测 到 海藻 糖 合 成 酶 基因 
(trehalose synthase gene, tres) 以 及 糖 原 磷酸 化 酶 基 
(glycogen phosphorylase gene, gp) 表达 量 显 车 增 
加 (图 7: B)。 此 外 ,胰岛 素 通路 中 的 InR 和 Akt R 
达 量 也 显著 增加 (图 7: C)。 结 果 表 明 ,BmFox0 R 
达 量 增加 会 促进 脂 类 分 解 、 糖 异 生 和 胰岛 素 通 路 中 
































































































































InR fü Akt 基因 的 表达 。 
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图 6  BmFoxO 过 表达 载体 检测 
Fig. 6 Analyses of overexpression vector of BmFoxO 

A; 荧光 定量 PCR 检测 过 表达 细胞 及 对 照 中 BmFoxO. 的 表达 量 
qPCR analysis of BmFoxO expression in BmE cells transfected with the 
pSL1180-BmFoxO vector or the pSLII80-EGFP vector. B; Western 
blot 检测 过 表达 细胞 及 对 照 中 的 EGFP 及 BmFoxO 的 表达 量 
Western blotting analysis of BmFoxO expression in BmE cells 
transfected with the pSLI180-BmFoxO vector or the pSL1180-EGFP 
vector. pSLII180-BmFoxO; pSL1180 [ A4P-BmFoxO Myc-SV40 ] ; 
pSL1180-EGFP ; pSL1180 [ A4P-EGFP Myc-SVA40]. 
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图 7 BmE 细胞 中 过 表达 BmFoxO 后 糖 脂 代 谢 相 关 基 因 表 达 量 检测 


Fig. 7 Expression levels of genes related to glucose and lipid metabolism after overexpression of BmFoxO in BmE cells 





























A: 脂 代谢 相关 基因 Genes related to lipid metabolism; B: 糖 代 谢 相 关 基 因 Genes related to glycometabolism; C; 胰岛 下 





IIS pathway. 


3 讨论 


ZRAJESE VAR HON EURL OREL ERAS I P RENE 
代谢 变化 及 类 胰岛 素 通路 中 关键 效应 
况 进 行 了 研究 。 饥 饿 处 理 的 家 答 个 体 明 显 变 小 ， 

肪 体 中 糖 原 和 甘油 三 酯 的 含量 在 处 理 的 72 h he 
直 低 于 正常 饲 喂 组 ,而 血 淋 巴 中 海藻 糖 的 浓度 在 









































通路 基因 Genes related to 




















会 被 分 解 供 能 来 维持 生存 ,此 外 甘油 三 酯 分 解 后 会 
合成 海棠 糖 来 维持 血糖 水 平 ,这 一 变化 趋势 与 果 晶 
和 线虫 中 的 报道 (Vihervaar and Puig, 2008; 
Hibshman et al., 2017) 一 致 。 

生物 体内 物质 代谢 的 化 学 反应 是 通过 一 系列 酶 
的 作用 来 实现 的 , 酶 将 错综复杂 的 代谢 反应 整合 在 
一 起 形成 有 序 的 网 络 ,关键 酶 的 改变 将 直接 影响 个 



















































































48 -72 h 期 间 显 著 高 于 正常 饲 喂 组 。 此 外 ,无 论 是 
饥饿 处 理 组 还 是 正常 饲 喂 组 ,在 处 理 的 12 -24 h HH 
间 糖 原 含 量 和 海藻 糖 的 浓度 呈 降 低 趋势 ,而 甘油 三 
酯 的 含量 呈 增 加 趋势 。 处 理 24 h HAE zc HIE 
和 5 龄 第 3 天 ,该 时 间 点 是 家 等 幼 虫 发 育 的 一 个 临 
界 点 (Xia et al., 2007) ,大 部 分 基因 开始 发 挥 重要 
ipis ebd cid un we o MA. 
间 分 解 转化 成 甘油 三 酯 ,而 在 处 理 36 h (HI 5 龄 第 

源 消 耗 蛋白质 合成 及 海藻 糖 的 合成 。 上 述 结 果 表 
明 家 答 在 受到 饥饿 胁迫 后 ,由 于 不 能 从 食物 中 获得 
营养 物质 ,家 看 体 内 的 能 源 物质 甘油 三 酯 和 糖 原 便 





































































































体 的 代谢 情况 。 家 乍 饥饿 后 脂肪 体 中 甘油 三 酯 的 含 
量 显 著 降低 ,因此 本 研究 进一步 选用 饥饿 处 理 的 家 























看 脂肪 体 cDNA 为 模板 ,通过 荧光 定量 PCR 检测 了 
编码 脂 代 谢 中 关键 酶 的 基因 表达 情况 。 已 有 研究 表 
HH bmm 能 与 AKH 协同 作用 在 果 蝇 饥饿 条 件 下 或 
是 家 看 中 20E 诱导 的 饥饿 模式 下 分 解 脂肪 体 供 能 
( Hossain et al., 2013) 。 本 人 研究 发 现在 饥饿 处 理 家 
春 后 脂 质 分 解 代谢 过 程 中 bmm, al-1, al-2 和 akhr 
的 表达 量 显著 增加 ; 脂 质 合成 过 程 中 sdl EIRA 
理 后 显著 下 调 表 达 Lf] fas, acc 和 lsd2 TE JU B 39] 
de pee A 在 饥饿 后 期 呈 增 加 趋势 , 推 n 
可 能 是 由 于 饥饿 后 期 由 脂肪 分 解 产 生 的 合成 脂肪 
Dp hee eh 和 acco 
















































































8 期 duo 人 竹 等 : 饥饿 胁迫 对 家 和 看 糖 脂 代谢 的 影响 及 BmFox0 的 作用 903 

















胰岛 素 信号 通路 是 在 小 鼠 . 果 晶 、 线 虫 等 模式 动 
物 中 发 现 的 ,通路 的 主要 组 成 元 素 在 多 种 物种 中 都 
是 保守 的 (Claeys et al., 2002) Liu 等 (2010 ) 在 家 
看 中 鉴定 到 了 胰岛 素 通 路 中 的 关键 基因 nR, IRS, 
PI3K, PTEN, PDK fl Akt 发现 饥 狐 处 理 家 蚕 后 能 
促进 这 些 基 因 在 脂肪 体 中 的 表达 。 随 后 周 炳 卿 
(2012) Xf 2 龄 家 和 蛋 开 始 限 食 处 理 并 在 5 龄 第 2 天 对 
ARE ULTRALE TE 24 h, 发 现 家 看 在 这 两 种 处 理 后 丝 腺 
中 InR 表达 量 增 加 ,对 胰岛 素 的 敏感 性 增强 ,而 且 
BmFoxO 的 表达 量 也 显著 增加 。 有 研究 表明 ,在 营 
养 条 件 有 限时 果 晶 的 dFOXO 能 直接 诱导 InR 的 表 
达 (Puig and Tjian, 2005) ,而 哺乳 动物 中 FoxO 还 能 
通过 抑制 假 性 激酶 (pseudokinase tribble 3 gene, 
Trb3 ) 的 表达 而 间接 地 调控 Akt 的 磷酸 化 来 增强 胰 
岛 素 的 敏感 性 (Matsumoto et al., 2006) 。 因 此 ,本 研 
RER ZC EET T IINE TR] PSU ERU GE ERE RI 
表达 情况 进行 了 验证 ,结果 显示 BmFoxO, InR 和 
4 大 在 饥饿 处 理 的 脂肪 体 中 表达 量 都 显著 增加 ,说 明 
EKAP BmFoxO 可 能 也 会 通过 调控 InR 和 Akt 来 
参与 胰岛 素 通路 调控 的 营养 代谢 。 

家 和 看 中 20E 能 激活 BmFoxO ,有 活性 的 BmFoxO 
直接 调控 bmm 和 al-1 的 表达 ,导致 眼 期 的 家 乔 脂 肪 
体 脂 解 ( Hossain et al., 2013) ; Æ mg rp, 当 dFoxO 
i TE o JG Bev. P TEPSURTVHTHOS SEES AE DTRS dé 
ik ( Puig et al., 2003) o Jy f TROEULIUEIGB KÆ J X 
些 糖 脂 代谢 基因 以 及 胰岛 素 通路 中 基因 的 变化 是 否 
是 因为 BmFoxO 的 改变 而 引起 的 ,本 研究 在 细胞 水 
平 通过 增 量 表 达 BmFoxO 进行 了 初步 分 析 。 首 先 在 
BmE 细胞 中 成 功 地 增 量 表达 BmFoxO , 进一步 通过 
荧光 定量 PCR 检测 到 脂 质 分 解 代 谢 海藻 糖 合成 、 
糖 原 分 解 相关 基因 和 胰岛 素 通 路 中 InR 和 Akt 随 着 
BmFoxO 的 增 量 表达 而 显著 上 调 表达 。 结 合 着 饥饿 
处 理 家 午后 脂肪 体 中 糖 原 和 甘油 三 酯 的 含量 降低 ， 
血 淋 巴 中 海藻 糖 含 量 增 加 的 结果 , 说明 家 看 中 
BmFoxO 在 营养 代谢 过 程 中 可 能 发 挥 着 与 其 他 物种 
中 相同 的 作用 :BmFox0 通过 促进 脂 类 和 糖 原 分 解 ， 
诱导 糖 异 生 , 反 馈 调 节 胰 岛 素 通路 来 提供 能 源 而 维 
持家 符 在 饥饿 胁迫 条 件 下 的 生存 。 本 研究 结果 为 后 
续 对 家 盏 BmFoxO 在 代谢 方面 的 功能 研究 奠定 了 
基础 。 
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